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Die Erfindung betrifft einen Biosensor mit einem selektiven Erkennungssystem aus einem Polymer und 
einer biochemischen Substanz. insbesondere ein Enzym. 

Biosensoren sind Chemosensoren mit einem biologischen Erkennungssystem. Dieses Erkennungssy- 
stem besteht aus biologisch aktiven Substanzen, wie Enzymen. Antikorpern, Lectinen. Hormonrezeptoren 
5 usw., die auf der Oberflache des Sensors Oder in einer darauf befindltchen dUnnen Schicht immobilisiert 
sind. Beim ErkennungsprozeB wird durch Wechselwirkung m\X dem zu charakterisierenden gasformigen 

die durch elektrische. optlsche. mechanische, akustische Oder kalorimetrische MeBverfahren beurteilt 
werden kann. Bei Geraten mit elektronischer Datenerfassung und -auswertung befindet sich zu diesem 

10 Zweck die aktive Oberflache bzw. Schicht als Signalgeber in direkter raumlicher Kopplung mit einem 
Signalwandler. Transducer genannt. der mit der Auswerteelektronik verbunden ist. 

Von der Zuordenbarkeit und Reproduzierbarkeit der in der sensitlven Schicht des Biosensors erzeugten 
Signale hangt die Zuverlassigkeit des gesamten Sensors ab. Dies bedeutet, daB die Schicht - neben hoher 
Selektivitat und Sensitivitat - insbesondere auch eine hysterese- und driftfreie Funktion. chemische und 

?5 biologlsche Stabilitat sowie Kontaminationsbestandigkeit aufweisen muB. Insbesondere fur den technischen 
Einsatz wird daruber hinaus Bedienungskomfort, Integrierbarkeit und ein moglichst geringer 
MeB/Regenerations-Zeitbedarf bei hoher Langzeitstabilitat gefordert, wobei die Herstellung der Schicht - 
nach fertigungstechnisch rationellen und automatisierbaren Verfahren - moglichst einfach, reproduzlerbar 
und kostengunstig erfolgen und in den FertigungsprozeB zur Sensorherstellung integriert^ar sein soil 

20 Bislang haben nur solche Biosensoren eine praktische Bedeutung eriangt. welchen enzymatische 
. Reaktionen zugrunde liegen. Bei diesen Reakttonen wird der Umstand genutzt, daB einfach detektierbare 
Produkte, wie O2, H2O2, CO2 und NH3, entstehen oder verbraucht werden. Hinsichllich Selektivitat und 
Sensitivitat entsprechen die enzymatischen Reaktionen voll den Anforderungen. Eine Schwierigkeit besteht 
aber darin, die Enzyme - ohne Aktivitatsverluste - in einer moglichst dunnen Erkennungsschicht so zu 

25 immobilisieren, daB sie fUr die zu detektierenden Stoffe schnell zuganglich und gegen Vergiftung sowie 
biochemische Schadstoffe resistent sind und moglichst lange funktionsstabil bleiben. 

Zur Immobilisierung von Enzymen sind bislang folgende Methoden beschrieben worden: 

- Adsorption an Trageroberflachen 

- ionische Bindung an Trageroberflachen 
30 - kovalente Bindung an Trageroberflachen 

- Absorption in Polymerschichten 

- EinschluB in einem Polymernetzwerk (Matrixeinhullung. Mikroverkapselung) 

- EinschluB durch Umhullung mit einer Membran (Makroverkapselung) 

- Quervernetzurig bzw. Copolymerisation mit di- oder polyfunktionellen Monomeren. 

35 Wie aus der umfangreichen Literatur uber die Immobilisierung von Enzymen hervorgeht, haben aber 
alle diese Methoden Nachteile. die sie fur eine industrielle Sensorfertigung wenig attraktiv erscheinen lassen 
(siehe dazu beispielsweise: W. Hartmeier, "Immobilisierte Biokatalysatoren", Springer-Verlag Berlin, Heidel- 
berg 1986, Seiten 23 bis 51, sowie J. Woodward, "Immobilised cells and enzymes", IRL Press, Oxford, 
Washington DC, 1985, Seiten 3 bis 54). 

40 So ergeben die Adsorption und die ionische Bindung von Enzymen an Oberflachen relativ instabile 
Systeme von begrenzter Einsatzbreite: Anderungen des pH-Wertes und der lonenstarke von damit in 
Kontakt befindlichen Losungen oder die Anwesenheil anderer Stoffe fuhren bereits zur Verdrangung des 
oberflachlich gebundenen Enzyms und damit zu Aktivitatsverlusten des Erkennungssystems. Auch bei der 
Absorption in Polymerschichten, In der uberwiegenden Zahl der Falls wird dabei weichgemachtes Polyvl- 

45 nylchlorid verwendet (siehe beispielsweise: "Sensors and Actuators", Vol. 18 (1989), Seiten 329 bis 336, 
und "Ber. Bunsenges. Phys. Chem.". Bd. 92 (1988), Seiten 1423 bis 1426), werden relativ instabile 
Systeme erhalten: Migration und Extraktion der Enzyme fuhren zu einer standigen Aktivitatsabnahme (Drift) 
und begrenzen die Lebensdauer des Sensors. 

Wesentiich stabilere Systeme werden erhalten, wenn die Enzyme kovalent an eine Trageroberflache 

50 gebunden, ut)er Ouervernetzung bzw. Copolymerisation unloslich gemacht oder durch Mikro- oder Makro- 
verkapselung immobilisiert werden. Fur die Bildung kovalenter Bindungen und die Ouervernetzung stehen 
seitens der EnzymeJreie Amino-, Carboxyl, Hydroxyl- und Mercaptogruppen zur VerfUgung. Als TrSgerma- 
terial konnen sowohl anorganische Materialien, wie Glas, als auch naturliche und synthetische organische 
Polymere verwendet werden. Voraussetzung ist dabei, daB die Tragermaterialien reaktive Gruppen, wie 

55 Isocyanat-, Isothiocyanat. Saurechlorid- und Epoxidgruppen, enthalten. Weniger reaktive Gruppen lassen 
sich aktivieren, beispielsweise Cartx)xylgruppen durch das Carbodiimid- oder Azidverfahren, Hydroxylgrup- 
pen durch die Bromcyanmethode und Aminogruppen durch das Isothiocyanat- oder. Azoverfahren. Vor 
allem auf der Basis von Acryl- und Methacrylsaurederivalen gelang es. zahlreiche reaktive Copolymerisate 



2 



EP O 562 370 A2 



45 



50 



55 



von V.ny.aceta. .nd DivinyiyS^^^ -odifeierte Copoly.erisate au, der Basis 

ausatzlich zwischen den EnJmmSotrJ^eTnrn^r'"' ^'f bei der Copolymerisatior, 

allgemeiner, in Kombinatibn mrt iHefand^L ST Immobilisierungsmethode im 

'0 mit der Adsorption oder der /^^ZTh^ZT^^ V"^^^'^'- ''«'^P'«'^«'s« Kombination 

vemefet. . ^' befindl.chen Sch.cht absorbiert und anschlieBend miteinander 

'5 ein starker Wechse. des pH-WertefSrorokZh! • '""""bilislerungsprozeduren. bei denen 
UmsetHungen mit niederrnotekI-2 re^en S^^^^^ 

EnZ Sb:r:S- ^^^^^^^^^^^^^ werden nicht die 
^ Polymerschichten begrenzt \/o7au^Z L Tr^ ^''^-^^^^^ "^^ 

Enzyme is.. daB SubLte unTS "dlll^^^^^^^ .^^^ -9ehu.«en 

jurookgehalten werden mUssen. FOr die Ma^ixeSCweS n^^^^^^^^^^^ ^'^ ^"^-"^ -"^t 

Carrageenan. Pektin. Agar und Gelatine, die allerdings l ^ Z^Z f^ "^'9'"^'' 

HandrCrr:,a^^^^^^^^ - E. „ ,,„^„ 

Fertigungsprozesse entgegensteh, Hrjifhtlh J^^^ '"'^^^«°" '"^^erne 

0 bieten konnten. sind deshalb in den le^^rfn S^^^ "^^^"^^'^ <ENFETs) 

rung in die Planartechnik bei der Fer^^ng S intSel 8^7" '''' ^"^'^'"''"obilisie- 

die Herstellung und direkte Photosfruk^rierurenSa^«n^ e.nzubauen. So ist beispielsweise 

koholbasii beschrieben ("Proc. 3rd TSnf SoS Stf t P^'V-'^y'^'- 
11-14. 1985. Seiten 148 bis 151) FOr nln^^^ 

' Polyvinylpyrrolidon zu verw d n -IEEE JL^I^I" 0^' Vf P'^^ives 
1310). Nach dieser Methods kSnnen aufwlfern SfrS T' ^^03 bis 

abdecken. Die Methode hat allerrgs dt Ztn nZ^^^^ 

zumindest partiell inaktiviert werden "'^ ^"'^"^ UV-Bestrahlung 

enzy^^lCTciir^^^^^^ n.tzen. i.e. zuerst eine 

Engineering Review". Vol. 17 (19M) No 7 8 S^pp '"^'^'^^ -erden ("Chemical Economy & 

dem Sensor, was sich als NaSar de weitt^^ far 1^^^^^^ '^^ ^^ 

des Sensors erweist. ^'"^'^ erforderliche Isolierung und Verpackung 

Bei dtrScSS 2 P^SiS'i's^r^r «^«««>- ^^^^ ^^5 bis 172, 

wird dann das Enzym'Ssa^rnen rSrtSdSTd^^ ^afl " ^ie Gate-OberflScher, frei bleiben. D Jf 
Hilfe der Uft-off-Technik mTAcetoJ ^Z S^Srl^n Tl ' "^^ ^er Photolack wird mit 

teilweise Denaturierung des Enz^rnichTveleid^^^^^^^ '''' ^"^"^^"^ --•"^«^« 

Po,rrdlr'2Si:i:^^^^^^^^^ rr ^'^--"^-y^*- (aus emem 

erzeugt werden kan^. wobei das JersteSolTrf^^^^^ h 'atipnell und kostengOnstig 

und in reproduzierbarer V^e^tmZ^ZTTj^T "^T^ Eertigungsverfahren integriert>ar sein soS 
nung^ystemegleichbleibend^ SS^^^^^^ -d integrierte Erken- 

ether rnVr 0^73^?:; erSera^L^I t T'"'' ^P°''V'""«er Poly- 

Strahlung zu einer wel.mas higereSSi^^^ I""' "^'^^"^^^ ^"^^ energiereiche 

gen epoxyfunktionellen Polymermatrix vernetzt wird, daB die Schicht mit einer 
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waBrigen Losung der biochemischen Substanz behandelt wird, wobei die biochemische Substanz dutch 
Reaktton mit Epoxidgaippen in der Polymermatrix immobilisiert wird, und da6 die Schicht durch Reaktion 
von nicht umgesetzten Epoxidgruppen mit einer amino- und/oder carboxylgruppenhaltigen Verbindung 
stabilisiert wird. 

5 Die Problemlosung besteht bei der Erfindung somit in einer neuen Art der tmmobilisierung von 
Enzymen und anderen biochemischen Substanzen mit selektiven Erkennungseigerischaften, und zwar in 
Schichten aus strahlenvernetzten eooxyfunktionellen Polvethern. Es wurde namlich Oberraschenderweise 
gefunden, daB diese Substanzen - aus waBrlger Losung - in weitmaschig vernetzte epoxyfunktionelle 
Polyether einzudringen vermogen und durch Reaktion mit kettenstandigen Epoxidgruppen unter sehr 

JO milden . Bedingungen in der Polymermatrix, d.h. im Polymernetzwerk, verankert werden konnen. Diese 
Tatsache ist vollig neu, und sie eroffnet die Moglichkeit, die Herstellung, Strukturierung und Vernetzung der 
Schichten vor der Immobilisierung der biochemischen Substanzen durchzufuhren und damit eine Schadi- 
gung der moistens sehr empfindlichen Substanzen durch die genannten Prozesse zu vermeiden. 

Bevorzugte Ausfuhrungsformen des Biosensors nach der Erfindung sind Gegenstand von Unteranspru- 

75 chen. 

Die Erzeugung des Erkennungssystems des erfindungsgemaBen Biosensors beinhaltet im allgemeinen 
folgende Schritte: 

1. Schichtpraparation 

Ein strahlenvernetzbarer, epoxyfunktioneller Polyether Oder eine Mischung derartiger Polyether wird, 
20 gegebenenfalls in Kombination mit einem Vemetzungsinitiator. einem Vernetzungsverstarker und/oder 
weiteren Zusatzstoffen. in der gewOnschten Schichtdicke auf ein Tragermaterial aufgebracht. Je nach 
Anwendungsfall und Tragermaterial kann dies aus einer Losung oder losungsmittelfrei durch Tauchen, 
Spin-Coating. Roller-Coating, Curtain-Coating oder einen anderen in der Technik ubiichen ProzeB 
erfolgen, wobei die Vorbehandlung der Trageroberflache mit einem Haftvermitller erforderlich sein kann. 
25 Die Schichtdicke kann Uber die Einstellung der Viskositat und durch Zusatz eines Losemittels oder eines 
Reaktiwerdunners gesteuert werden. Die auf diese Weise hergestellte Schicht mu8 in jedem Fall von 
fluchtigen Bestandteilen befreit werden, was beispielsweise durch Trocknen oder Entgasen erfolgen 
kann. 

2. Vernetzung der Schicht 

30 Die VerneUung der Schicht. d.h. des Polyethers, erfolgt durch energiereiche Strahlung, insbesondere 
durch UV-. Elektronen- und 7-Strahlen. Dabei werden ausschlieBlich die olefinisch ungesattigten, radika- 
lisch polymerisierbaren Gruppen umgesetzt, wahrend die Epoxidgruppen quantitativ erhalten bleiben. 
Durch die Vernetzung entsteht ein weitmaschiges Polymernetzwerk. Bei Projektionsbelichtung oder 
Bestrahlung durch eine Maske und nachfolgendes Herauslosen der unvernetzten Bereiche kann die 

35 Schicht auch strukturiert werden. 

3. Immobilisierung der biochemischen Substanz 

Beim Kontaktieren der vernetzten Schicht mit einer waBrigen Losung der biochemischen Substanz 
wandert diese Substanz in die Polymermatrix hinein und wird dort durch Reaktion mit den Epoxidgrup- 
pen kovalent gebunden. Voraussetzung fOr diesen ProzeB ist - neben der erforderlichen Maschenweite - 

40 eine ausreichende Hydrophilie des bei der Vernetzung gebildeten Polymernetzwerkes. Die Immobilisie- 
rung kann deshalb durch eine vorangehende Hydrophilierung des Polyethers beschleunigt werden. Dies 
erfolgt durch Umsetzung eines Teils der Epoxidgruppen mit hydrophilen Verbindungen. die reaktive 
Gruppen. wie NH-, 0H-, SH- oder COOH-Gruppen, enthalten, womit der hydrophile Charakter der 
Polymerschicht erhoht wird. Der ImmobiiisierungsprozeB kann auch durch Zusatzstoffe, wie Polyvinylpyr- 

45 rolidon. die eine erhohte Wasseraufnahme der Polyether bewirken, sowie durch mit Wasser mischtjare 
Losemittel, wie Dioxan, Tetrahydrofuran, Alkohole oder Polyether. erheblich beschleunigt werden. Im 
(ibrigen konnen in einer Schicht auch mehrere unterschiedliche biochemische Substanzen immobilisiert 
werden, was gteichzeitig oder nacheinander erfolgen kann. 

4. Stabilisierung der Schicht 

50 Dieser Schritt beinhaltet die Reaktion von nach der Immobilisierung verbliebenen Epoxidgruppen mit 
einer amino- und/oder cart)oxylgruppenhaltigen Verbindung, insbesondere einer Aminosaure. Die Stabili- 
sierung kann - ia Abhangigkeit von der verwendeten Verbindung - zu einer engeren Vernetzung der 
Schicht und damit zu einer verbesserten mechanischen Festigkeit oder zur Anpassung der Materialei- 
genschaften und des Stofftransports genutzt werden. Im ubrigen. ist eine oberflachliche Abdeckung der 

55 Sensorschicht durch eine oder mehrere zusatzliche Schichten moglich. was auch zur Einstellung 
definierter Diffusionsbedingungen sinnvoll sein kann. 

Fur den erfindungsgemaBen Biosensor eignen sich inst>esondere epoxyfunktionelle Polyether folgender 
Struktur, die Gegenstand der gleichzeitig eingereichten europaischen PatentanmekJung Nr. 
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'Polyether" (GR 92 P 3135 E) sind: 
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Dabei gilt folgendes: 
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CH^=C.CO-0-R^.NH.CO 
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-CH=CH-CO- 
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•(CH2)m-. mit m = l bis 10, 
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(^^2)0-, mit o = O bis 18, 

-CH2-O-RS-O-CH2-, 
wobei 
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(CH2)3 



Si — 0- 
CH3 



— Si-(CH2)3-, 
u 3 
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mit u = 0 bis 150, Oder die entsprechende Gruppterurig aus 3.4-Epoxycyclohexylmethyi-3*.4'- 
epoxycyclohexancarboxylat, d.h. der Verbindung: 



30 
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R2 = -(CH2-CH = CH-CH2)„- , -R*- , -R*-0-CO-R'-CO-0-RS- oder 
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■Si- 
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(CH2)3 



45 



n = 



wobei 

1 bis 50, u = Obis 150. 
dieselbe Bedeutung hat wie , 
auBer 



50 




und 




55 



R7 



und 

folgendes bedeutet: 
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^^^^2>q-l-eJ-(CH2)^^_Ar-0-£(CH2)q-0^(CH2) 



mit 
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V : 
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45 



2 bis 4. s = Obis 50. t = Obis 25, 
0 bis 20. und 

die vorstehend angegebene Bedeutung hat 
Die Erfindung bietet folgende Vorleile- 

bo,»plel»™,s. *,ch J„„t;:^:^T "•""^ V,,l«., 

rri~rrrrri^Hr r ^^^^ 

Planartechnik. d.h. technisch einfach reo^S,^r ^ f l^"^'"^^ der Schichten kann nach der 
integrierbar durchgefuhrt werden ""^ kostengOnstig sowie in die Sensorfertigung 

- Die Immobillsierung der biochemischen Substanzen kann ^ r, 

Beispiel 1 

Herstellung von Poiyether/Enzym-Schichten 

100 Masseteile eines epoxyfunktlonellen Polyethers der Struktur , 



so 
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CH2=C-C0^0-(CH2)2-NH-C=O 

CH-CH,-0-(CH^)^_ 
CH2-CH-CH2-fO_(CH2)^^.(iH^ 2 2 
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werden mit 7 Masseteilen propoxyiiertem Glycerintriacrylat als Reaktiwerdunner und 2 ^^ass^^eH^^^^^^^^ 
IvdrL^^^^ Photoinitiator gemischt und zur E.nstellung der benotgten 

SrinS^^ entsprechenden Menge Toluol versetzt. Diese Losung w.rd dann durch 

^rrhP^Sr^^^^^^ auf die gegebenenfalls mit einem Haftvermittler vorbehandelte sensitive 
?beS^^^^^^ 'a?aile, dazu werden mit der g.eichen L5sung Siliciumwaler m.t 

Hitte eir^er Lackschleuder beschichtet die^ ^^^^^^^^ ^^^^^ UVT-BestraMung 

nip Srhirhten weroen in einer uhihhoiuva youw%^r>i-w» 

(AnlSe? S, Fa Fusion UV-Curing Systems) im Wetlenlangenbereich ^'J^J^J^;;^^- 
^sSlunosdauer- 4 6 s Zur Entfemung loslicher Anteile werden die vemelzten Sch.chten be. Raurrtem- 
S 24 h m ■ Jfoxan extrahiert. Zur Erhohung der Hydrophille der Schichten wird e.n TeJ der 
EpSSgruppen mit NH-Gruppen-haltigen Verbindungen in Form von Aminosauren umgesetzt. Dabe hat 
^riSsondere eine Lagerung der Schichten in eIner 2 "/oigen Losung von Prolin Oder G " ammsaure .n 
eS STschung aus Dioxan und Wasser bei 40 bis 60 -C bewShrt. Anhand parallel behande ler 
rJumlfer kann'der Umsatz IR-spektroskopisch verfolgt werden. Ein Umsatz von 50 % .st .n den me.slen 
Fallen ausreichend; bei Bedarf kSnnen aber auch hohere Werte eingeste It werden. _ 
Die Immobilisierung der Enzyme erfolgl durch Inkubation der Sch.chten in e.ner ca. 1 b.s 2 /o.gen 
. iT°"v-- Wa"or Ji 90 bis 30 • C. Zur Beschleunigung dieses Vorgangs kann d.e Losung. je 
ZlVSr:^Z^i'^s i^'^^:-^ 10 bis 50 % Dioxan versem werden. Die Immobilisierung ist nach 1 
bfs B h bSndet Verbliebene Epoxidgruppen konnen durch schonende Umsetzong m.t Am.nosau en 
^JZ weTdt zum AbschluB wJden die Schichten durch intensives Waschen mit Wasser von extrah.er- 

'";arene':SS eine Zusammenstel.ung der er«ndungsgemaB in 10 um dicken. identisch vorbeh^- 
deJn Shichten auf Siliciumwafern bei 30-C innerhalb von 8 h immobihs.erlen Enzyme sow.e d.e 
EnzymaWivitat bei 25 * C. 

Beisplel 2 

Beurteilung der Funktionsstabilitat der immobilisierten Enzyme 

Zur Beurteilung der Funktionsstabilitat erfindungsgemSB immobilisierter Enzyme (Ja^er: 8 h)^v.urden 
die Aktivitaten der gemSB Beispiel 1 auf Siliciumwafern hergestellten 10 um d.cken Sch.chten be. 25 C 
Ober mehrere Wochen hinweg gemessen (siehe dazu Tabelle 1). Die Aktivitat der Glucoseox.dase 

Tabelle 1 



36 



40 



45 



50 



Enzym 


Aktlvitat 


Bestimmungsmethode 


Glucoseoxidase aus Aspergillus 
niger. lyophil. 240 U/mg 
Kataiase aus Rinderleber» 
Suspension 65 000 U/mg 
Urease aus Schwertbohnen, 
lyophil. 100 U/mg 
Alkoholdehydrogenase aus Hefe. 

lyophil. 400 U/mg 
L-Asparaginase. 50 %ige Losung 
in Glycerin 80 U/mg Losung 


0.8 U/cm2 
350 U/cm2 
0.7 U/cm2 
2.0 U/cm2 
0.6 U/cm2 


6luc-DH-Methode der Fa. Merck 

Siehe: B.Stellmach, "Bestimmungsmethoden Enzyme". 
Steinkopff-Verlag. Darmstadt 1988. Seiten 152 bis 155^ 
Siehe: B. Stellmach, "Bestimmungsmethoden Enzyme". 
Steinkopff-Verlag. Darmstadt 1988, Seiten 269 bis 271 ^ 
Siehe: B. Stellmach, "Bestimmungsmethoden Enzyme", 
Steinkopff-Verlag, Darmstadt 1988, Seiten 11 und 12 
Siehe: B. Stellmach, "Bestimmungsmethoden Enzyme". 
Steinkopff-Verlag, Darmstadt 1988. Seiten 63 bis 68 
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wurde uber 70 Tage veriolgt. ohne daB eine Abnahme des anfanglichen Wertes festgestellt werden konnte 
^Ste L wurXnach L in Tabelle 1 angegebenen Bestimmungsrnethode die >^^^^^^^ 
waBrigen Glucoseo,idasel6srung bei 20'C bestimmt. Dabei ergib. ^-^7 '^'^Jj/j;"^^^^^^^ 
innerhalb von 10 Tagen. womit die erhohte Stabililat der erfindungsgemaB ,mmob.l.s.erten GlucoseoxKJase 
belegt wird. Die Beurteilung der anderen in Tabelle 1 aufgefuhrten immobilisierten Enzyme erg.bt den Erhalt 
des anfanglich gemessenen Aktivitatswertes uber mindestens 8 Wochen. 
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Beispiel 3 
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Tabelle 2 



Enzym 



/5 



Glucoseoxidase (GOD) 
GOD + Katalase(1:i) 
Urease 

(--Asparaginase 



Sensor -MeBanordnung ; 

Sauerstonsensor nach EP-OS 0 470 473 " 
Sauerstoffsensor nach EP-OS 0 470 473 
NH, Ksensrt,Ve Glaselektrode (Fa. Tecan AG) 
NH^^^nsitive Glaselektrode (Fa. Tecan AG) 



Funktionsdauer 



> 8 Wochen 

> 8 Wochen 

> 8 Wochen 

> 8 Wochen 
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